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@ Olrgonucleotid-gerichtete Mutagenese von Plasnr^iden 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstelfung eines 
Plasmid'Konstrukts fur oligonucleotid-induzierte Mutagene- 
sen, das Plasmid-Konstrukt und ein Verwendungsverfahren. 
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Beschreibung 

Es sind verschiedene Verfahren unterschiedlichen Umfangs und Schwierigkeitsgrades entwickelt worden mit 
denen sich eine gezieiie Mutagenese einer beiiebigen Stelle innerhalb eines vorgegebenen DNA-Seamcnis mit 
5 hoher Ausbeute erreichen laOt (t bis 13). Jedoch erfordern diese Verfahren ein zweifaches Subklonieren des 
DNA-Segments, und zwar zuerst in einem spezieilen Mutagenese- Vektor (ublicherweise einem MlJ-Vektor 
Oder einem Plasmid. das emen Replikationsursprung eines filamentdsen Phagen beherbergi) und zweitens in 
etnem Vektor. der fiir die Expression oder Untersuchung der mutierten DN A geeignct ist AuOerdem sind einige 
DNA-Fragmente viel schwieriger in einzeistrangigen (ss) Vektoren als in doppeistr^ngigen (ds) Vektoren zu 

10 kionieren (14). Es ist daher verst^ndiich, daO eine stellenspezifische Mutagenese direkt mit dem Plasmid. das das 
interessierende Segment enihait. eine wesentliche Vereinfachung darstellen wurde. So isi auch eine Anzahl 
derartigcr Verfahren bereits beschrieben worden. Die meisten hefern Jedoch eniweder niedrige Ausbeute von 
etwa 10% Oder weniger (14 bis 20) oder sind nicht ohne Einschrinkungen anwendbar. insofern als sie eine 
smgulare (d. h. nur einmal vorkommende) Resirikiionsstelie in Nachbarschaft zum Zielbereich der Mutagenese 

15 erfordern (21 bis 23). Die Methoden mit ahniich hoher Ausbeute und genereller Anwendbarkeit (35 bis 37) sind 
- zummdest bei mehreren Mutagenesen mit demselbcn DNA-Segment - aufwendiger als das hier beschriebe- 
ne Verfahren. Uniangst ist auch die Polymerase* Kettenreaktion fur die gezielte Mutagenese benutzt worden (24 
38 bis 40). Ihre hohe Ausbeute von praktisch 100% fur die gewunschte Mutation kann jedoch durch die Bildung 
zusiizhcher unerwunschter Mutationen herabgesetzt werden, die auf eine Anhiufung von Replikationsirrtu- 

20 mern bei der In- Vitro- Kettenreaktion zuriickgehen. So hat nach 30 Amplifikaiionszyklen jedcs einzelne muiage- 
nisierte DNA-Molekiil etwa eine unerwunschte Mutation pro 400 Basenpaare (bp) erfahren (24 und 25). AuOer- 
dem erhait man bei diesem Verfahren die Mutation in Form eines Gemisches nicht replikationsfahiger DNA- 
Fragmente, das zur Analyse und weiteren Verwendung der Mutation erst noch wieder in einen Vektor inseriert 
werden muQ. 

25 GemaQ einer Ausfiihrungsform betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Herstellung eines mutierten Plasmids 
das dadurch gekennzeichnet ist, daO man 

(a) das Plasmid an einer vorzugsweise nur einmal vorkommenden Schnitistelle (C) schneidet, die auBerhalb 
des zu mutagenisierenden Bereichs liegt, und die Enden so modifiziert, daO sie nicht mehr tigierbar, wohl 

30 aber noch exonucleolytisch abbaubar sind, 

(b) aus dem in die Stufe (a) einzusetzenden Plasmid den zu mutagenisierenden Bereich herausschneldet, den 
herausgeschnittenen Bereich entfernt und das geschniitene Restplasmid isoliert, 

(c) das gemaO Stufe (a) geschnittene und modifizicrie Plasmid und das gemiO Stufe (b) erhaltene geschniite- 
ne Restplasmid mischt durch De- und Rehybridisierung der DNA-Doppelstrange zwei partiell einzelstrin- 

35 gJge komplementare Ringmolekule ("gapped circles") bildet, die den Zielbereich der Mutagenese in einzel- 
stringiger Form enthalten. 

(d) an den ss- Bereich des einen Ringmolekuls ein mutagenes Oligonucleotid binder, 

(e) das erhaltene Substratgemisch enzymatisch zu vollstandig doppelstringigen zyklischen Plasmiden er- 
ganzi, bei denen ein Einzelstrang allerdings nicht ligiert ist, 

40 (f) einem partiellen exonucleolytischen Abbau unterwirft und 

(g) mit einem oder mehreren Restriktionsenzymen inkubiert. deren Erkennungssequenzen in dem Ringmo- 
lekOI, das den mutierten Strang enthilt nur solange vorkamen, solange der mutierte Teil dieses Ringmole- 
kuls nicht in Stufe (0 einzelstrangig gemacht worden war, und dadurch selektiv nur das andere Ringmolekul 
linearisiert (und damit fiir die folgende Transformation unwirksam macht), 

45 (h) einen beiiebigen Baktericnstamm mit dem Reaktionsgemisch transformiert, ein Kulturmedium mil dem 
Transformationsprodukt inokuliert und 

(i)die transformierten Zcllen auf das in gewunschter Weise mutagenisierte Plasmid analysiert. 

Man kann dieses Verfahren zur Herstellung eines Plasmids mit mutagenisienem DNA-Bereich auch so 
50 durchfahren, dad man zwischcn den Stufen (g) und (h) nach Inaktivierung oder Abtrennung des Restriktionsen- 
zyms bzw. der Restriktionsenzymc die Lucke im verbliebenen Ringmolekul mit Hilfc einer DN A- Polymerase 
wieder auffullt 

Man kann die bcidcn vorstehend beschricbenen erfindungsgcmaQen Verfahren auch als ein einzigcs Verfah- 
ren mit zwei Abschnitten ansehen, bei dem man den erstcn Abschnitt (a-c) fiir ein gegebcnes Plasmid mit einem 
55 gegebenen Zielbereich nur einmal durchfUhren wird. wahrend der zweite Abschnitt (d-h) die individuellen 
Mutagenesen betrifft Ein schcmatischcr Oberblick uber beide Abschnitte ist in Fig. 1 gegebcn. Das gezeigtc 
Plasmid gliedcrt sich durch die Restriktionsstellen A und B in zwei Scgmenie. Das schwarze Segment soil die 
Zielstelle bzw. die Zielsteilen fOr eine Mutagenese enthalten. Es wird daher als Zielsegmcnt bczeichnet Das 
weiBe Segment wird als Nicht-Zielsegment bezeichnet. Nachstehend wird die Erfindung anhand von Fig. I 
60 ndher erlSutert 

Herstellung eines Plasmids mit mutagenisiertem DNA-Bereich; 

1 Das Plasmid wird an einer vorzugsweise nur einmal vorkommenden Restriktionsstelle (C) geschnitten. die 
im Nicht-Zielsegment licgt. Die 5'-Enden werden dephosphoryliert 
65 2. Das Plasmid wird an den Restriktionsstellen A und B (die idcntisch sein kdnnen) geschnitten und das 
resultierende Nicht-Zielsegment wird isolicrt. 

1 Die DNA-MolekOie aus den Stufen 2 und 3 werden gemischt, dehybridisiert und rehybridisiert. Dabei 
werden zwei komplcmentire Ringmolekiile mil Lucke gebildct Eines dicser Ringmolekiile ist das Substrat 
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I" nl^fS! Z'e'«ellen in dieser speziellen Liicke lieg«n 

ko° pleLnUr^: R^SeS^h;^^^^^^^^^^^ - LUcke des zu ihm (bis auf die Mutanon) 

5. Die Ringmolekiile werden enivmaiKz-h j ,• 

DNA-Ringmolekule erhait ^"^^"""''"^^ ^\ong:en und l.g.ert, so daS man vollsUndig doppels.rang.ge 
tionimCegenstrangabgebTuJwoEst """'^"tens zur und e.nschlieOlich der Position der Muta 

Ringseg.e„. ,ieg.. Ui„e„ ( JdS^H S tTaSS„"V3-^^^^^^^^^^ 
au^L'tl^S"'" B»'''«^"^"^'an,m wird mit den Produkten aus Stufe 7 transform iert. Die Zellen werden 
gewSnner'"'^"''"'" '^^ P'^-i^** --den in kleinem MaQs.ab 

e™~rh;^^^^ beisp,e.swe,se durcH 

ss-?;^rrv;;^rn'RiTSSTI^^^^^^^^^^ - - Zie.-DNA.Bereich ,n 

1 Sie verkiirzt und vereinfacht damit die [n- Vitro- DN A-Synthesc 

srreichi man. refill man a) zur BIMuns d.r Rin.mol.kX (n. |^,..(. JSS ' V ^' Linearaisning 
(F!j.l. Suite 0 in !oleii«, Fo™ S B ; J J-tfi.;. r ^ 

MuiagJnjse (Rt i Smten "Si S^™ ..J.uS^ ^ ' Reakuonsg.misch im Anschlue an dit In-Viiro- 

Ko«en^ertieTe^^^^^^^^^ ''''''' ^-P'e-ent.ren RingmolekOle (Rg. ,. Stufe 7, auf 

Wenn die Mischung beider komplementircn Ringmclekaie mit LUcke (aus Stufe 6 in Rg. I) zur Mutagenese 
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verwendet wird, fallt die Ausbeute um einen Faktor von 2. 



Lebendmacenai 



IS 
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25 



DH1(E. coli) 

Expressionsvektor pBEH mit Ap*-tMarkergen 
pBEHl2ILM4 



30 
31 

rekombinanierpBEH-Vektor mit pUC12-Polylinker 
und mutiertem cDNA-Gen von hlL2 



Materialien 



T P^^^f,'': ^E-^OmM Tris • HO (pH 8.0) und 1 mM EDTA (pH 8.0). RBI (Restriktionspuffer l)-tOmM 
Tns HCl (pH 8,0), 10 mM MgClj und 0.1 mg/ml BSA. RB2 (Restriktionspuffer 2)«50 mM Tris HCl (pH 80) 
10 mM MgCIj, 0,1 mg/ml BSA urd 50 mM NaCI. KB (Kinasepuffer)-60 mM Tris • HCl (pH 8 0) 10 mM MgClj 
und 0.1 mg/ml BSA. MB (Mutagenescpuffer)-25.5 mM Tris • HCl (pH 7.5). 10 mM MgCb, 4,44 mM DTT. 
U66 mM ATP und 0.888 mM jedes dNTP (26). TENA -40 mM Tris-Base. 1 mM EDTA und 20 mM NaOAc (mit 
HOAc auf pH 8.3 eingesiellt). 

Oligonucleotide: Die verwendeien Oligonucleotide wurden aus Phosphoramidit Monomcren auf einem "Ce- 
neassembler'* der Firma Pharmacia gemiO den Anweisungen des Hersteilers syniheiisiert und durch Polyacryla- 
mid-Celelektrophorese gereinigt 

Enzyme: T4-DNA-Polymerase (Pharmacia). T4-DNA.Ligase und alkalische Phosphatase aus Kalberdarm 
(Boehnnger MannheimX T4-Polynucieotidkinase und Exonuclease III aus E coli (New England Biolabs) und 
Restnktionsenzyme (Pharmacia, New England Biolabs, BRL bzw. Boehnnger Mannheim) waren Handelsoro- 
dukte. ^ 

Medien; LB-Medium und TB-Medium wurden nach Literaturangahen hergesiellt(27 und 28). 

AGE: Submarine Gele (14 cm Lange x U cm x 0.4 cm) wurden in TENA-Puffer mil einem Gehalt an 
05 ^ig/ml Eihidiumbromid bei 70 bis 100 V eingesetzt. Fur preparative Gele wurde niedrigschmelzende Agarose 
(BRL) verwendet 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



60 



65 



Arbeitsweisen 

DNA-lsolaiion von Agarosegelen: Das Protokoll von Wieslander (32) wurde folgendermaOen modifiziert 
Banden wurden durch Illumination bei 360 nm sichtbar gemacht und hcrausgcschnitten. Die Gelstucke wurden 
bei 65** C geschmolzen. Ein Volumcn Phenol, das mit 0.1 M Tris • HCl (pH 7.5) dquilibriert worden war. wurde 
auf 65^C vorgcwarmt und zugcgeben. Die Mischung wurde 45 s lang in einen Vortexmischer gegebcn und in 
einer Eppendorf-Zentnfuge 2 min zentrifugiert Die wiBrige Phase wurde in ein frisches Rdhrchen uberfuhrt 
Die organische Phase wurde wie oben angegeben mit einem Volumen Wasser extrahiert, das auf 65° C vorge- 
wirmt worden war. Die resultiercnde wiflrige Phase wurde mit der zucrst angefallenen wiOrigen Phase 
veremigt und danach zweimal mit einem Volumcn Tris aquilibriertes Phenol : Chloroform : Isoamylalkohol 
(50 :48 :2) und einmai mit Chloroform : Isoamylalkohol (2 : l)extrahierL Durch Exiraktion mit 1-Buianol wurde 
die Usung etwa vierfach konzcntricrt Es wurde 1/10 Volumen 3 M NaOAc (pH 4.8 mit HOAc) zugcgeben: die 
Nuklcmsaure wurde mit drei Volumina Eihanol gcfallt, mit 70proz. Ethanol gewaschen, getrocknet und in 
0.1 X TEgeldsL 

Plasmidisolicrung: Das Plasmid wurde nach einer "Minipraparationsmcthode" mit drei Phcnolcxirakiionen 
(ahniich 34) isolicrt 

Linearisierung und Dcphosphorylicruhg dcs Plasmids: Es wurden 8,7 pmol (20 ^g) DNA mit 40 Einhciten StuI 
5 h lang bei 37*C in RBI (erganzt mit 10 mM DTT und 100 mM NaCI) inkubiert Vollstdndiger DNA-Verdau 
wurde durch AGE (U%) verifizicrt Der Restriktionsansatz wurde auf das doppeite Volumen verdUnnt Dabei 
wurden hmzugefOgt: ZnCh auf I mM und Tris HCl (pH 9,0) auf 50 mM. Die DNA wurde durch zweifache 
Inkubation mit je 4 Einhciten Alkalischer Phosphatase aus Kalberdarm je 10 min bet 37'»C und 10 min bei 56" C 
dephosphorylicrt Der Ansau wurde zunachst durch Phenolextraktion und Ethanolfailung und dann Uber eine 
"Quiagen"-Saule (Diagen GmbH, DOsscldorf) nach den Angaben des Hersteilers gereinigt Die DNA wurde 
schlicQlichinO.t x TEgcldst 

Hersicilung dcs Nicht-Ziclscgments: 8 pmol des Plasids (17,8 ng) wurden simultan mit 37,5 Einhciten EcoRI 
und 40 Einhciten Hindlll 5h lang bei 37*C in RB2 (erganzt mit 10 mM DTT) verdaut Die vollstandige 
DNA-Spaliung wurde wic vorstchcnd angegeben verifizicrt Die Mischung wurde mit Phenol extrahiert Die 
wassenge Phase wurde nach Zugabc eincs Glycerin/ BPB-Gcmischs auf 150 mm^ cines horizontalcn 0,8proz. 
nicdngschmelzcndcn Agaroscgcls gegebcn. Nach der Elektrophorcsc wurde das Nicht-Ziclfragment (das groOc 
Fragment) isoliert (vgl. vorstchcnd). Es wurde schlicQlich in 280 \i\ 0,1 x TE aufgenommen. Das entsprach einer 
DNA-Konzentration von etwa 70 ng/jiL 

Bildung von Ringmolekiilen mit Lucke: 1 pmol des linearcn dephosphorylicrten Plasmids und 1 pmol des 
Nicht-Ziel-Scgments wurden auf 175 ^tl mit Wasser verdQnnt Die Mischung wurde bei 70** C 5 min lang gchalten. 
Danach wurden 25 \i\ M KCI und 0,1 M Tris • HCl (pH 7,5). vorcrwarmt auf 70^C zugcgeben; die Inkubation 
wurde bei 70' C weitcre 3 min lang fortgesctzt Danach lieO man das Rdhrchen bei Raumtempcratur mindestens 
3 mm lang vor der weiteren Benutzung stehcn. Die Bildung der RingmolckOlc mit Luckc wurde mit 1 ,5proz. AG E 
bestatigt 

Phosphorylierung mutagener Primer: 20 pmol des mutagenen Primers wurden in 15 ^l KB. 10 mM DTT und 
33 ^M ATP mit 1,25 Einhciten T4-Polynucleotidkinasc 20 min lang bei 37'*C inkubiert Nach 10 min bei 70*C 
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M B. 2 0 ul Wasser 1 7^^! T4 a T'» ^,1** { ^ ^ Raumtemperatur wurden 9,0 ul 

1 5 min bei 37'C sowie 10 min bei 70-C inkubiert und anSltnd "^^^^^ 

coS Dm «m^B H^n 1""^' K ' " Linearisierupgsansatzcs verwendet. um direkt 80 ^1 kompetente Zellen E '° 
Mutantenanalyse: Von einigen Kolonien aus der Transformation lieQ man Obemachtkultur»n u,,rh«n 
Nachstehend wirddie Erfmdung mit Figuren und Beispielen naher erliutert 

Fig. ! Schematische Erlauterung des Mutageneseverfahrens. A, B.C und D bezeichnen Restrilfiion«t*ii.„ n-; 
den ds-Molekulen bezeichnen die schwarzen Bereiche Zielsegmente und die Sen Berethl n^^,^^ 
mente fQr die Mu.agenese. Die linearen Produkte. die beim Re^SsierungssSran^l en ^nJ dt 
ha^er weggelassen. Die Position der Mutation ist durch einen Punkt markiert 

Re«^kL„ttS"dTge"eTe"'^ °" 'L^ ^^- Benutzte 

- --i: ' "^Su^rre^^arTs 



Beispiel 1 



AbkUncungen 

AGE Agarosc-Gelelcktrophoresc 

Ap Ampicillin 

bp Basenpaare 

BPS Bromphenolblau 

BSA Rinderserumalbumin 

ds doppelstrflngig 

DTT Dithioerythritol 

h(L2 Humanintcrleukin-2 

nt Nukleotide 

ss einzetstr^ngig 
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Ausgegangen wurde von einem eukaryotischen Expressionsvektor (31V in den das cDNA-Gen von hii 9 ^' 
Suurn::2"r:Vnd°er ^> M"-tet di«es JSdiriiJ 

Das Plasmid wurde mit StuI linearisiert und dephosphoryliert. In einem Parallelansatt wurde das PlatmiH mi, 
nMA ' J"^":"^'" ^ Nicht-Zieifragment (grofles Fragment) wuSe d'^crAGE ^oHeTfleW^^^ 

™«i nrJr'f'""!™"'!?*,'"'"^*' Hybridisierung des mutagenen Oligonucleotids durch.efOhrL 

Dieses Oligonucleotid enth.elt erne Insertion von 39 Nukleotiden (nt). Die Langin seinVr h^brSr/Sln 
Segmente betnigen 18 tit (5') bzw. 13 nt (3'> Das AuffUllen der LQcke und die lSI Sen durch TrDtJl 
m i^nS'^T "atalysiert Im Anschlufl an diese Reaktionen wu?de soSgS mit ExJ^^Se^ 

1 if 51^^"'*.^ '^^ """"'r* 0«80""c'«o"'l enthaltende RingmolekUl der Wildty;.StrT?g wSr d^J 

m!!1!^JJT"*1'.>.^' resultierenden Kolonien und analysierte sie auf die fjewOnschte 

!lf«h ? D*" Restriktionsanalyse durch. da die Insertion neue Restrikt onsschnTtt^^^^^^^^ 
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Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Herstellijng eines Plasmid-Konstrukts far eine oligonucleotid gerichtcie Mutagenesc 
50 dadurch gekeniueichnet daB man u*ae5cnc«, 

(a) das Plasmid an einer vorzugsweise nur einmal vorkommenden Schniitstellc (C) schneidet die 
auBcrhalb des zu mutagenisierenden Bereichs liegt. und die Schnittstellc derart modifiziert, dafl sie 
nicht mchr von cmer Ligase geschlosscn werden kann. 

(b) aus dem gemafl Stufe (a) einzusctzendcn Plasmid den zu mutagenisierenden Bcreich hcrausschnei- 
55 ff'J^*" nerausgeschnittenen Bcreich enifernt und das geschniitene Restplasmid isoliert. 

(c) das gemdfl Stufe (a) geschnittcne und modifizierte Plasmid und das gem^Q Stufe (b) erhaltene 
geschnittene Restplasmid mischt, durch De- und Rehybridisicrung der DNA-Doppclsirangc zwei 
partiell emzelstrangigc komplementare RingmolekOle (**gapped circles^ bildet. die den Zielbcreich der 
Mutagenesc m emzelstrangiger Form enihalten. 

60 2. Verfahren nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet. dafl man nach dem Schneidcn der Schnittstellc (C) 
die Schnittstellc dadurch modifiziert daO man die 5'-Phosphatreste abspaltct oder das 3'-Ende maskiert 
3. Verfahren zur Herstellung eincs mutierten Plasmids. dadurch gekennzeichnet. daO man 

(a) das Plasmid an einer vorzugsweise nur einmal vorkommenden Schnittstellc (C) schncidet die 
auUerhaib des zu mutagenisierenden Bereichs liegt. und die geschnittene Schnittstellc derart modifi- 

65 ziert. daO sie von eincr Ligasc nicht mchr ligiert werden kann, indem man bcispiclsweise die 

5 -Phosphatreste abspaltct pder das 3'-Ende maskiert. 

(b) aus dem gemiO Stufe (a) einzusctzendcn Plasmid den zu mutagenisierenden Bcreich herausschnci- 
det. den herausgeschniitcnen Bcreich entfcrni und das geschnittcne Restplasmid isoliert. 
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(c) das gemaO Stufe (a) geschnittene und modifizicrte Plasmid und das gemaO Stufe (b) erhaliene 
geschnittene Restplasmid mischt, durch De- und Rehybridisierung der DNA-Doppclstringe zwei 
partiell einzeistringige komplemenUre Ringmolekule ("gapped circles! bildea die den Zielbereich der 
Mutagenese in emzelstringiger Form enthalten. 

(d) an den einzelstrangigen Bcreich des einen Ringmolekuis ein mutagenes Oligonucieotid bindet 
erganzt! Substratgemisch enzymaiisch zu vollstandig doppelstringigen zykiischen Plasmiden 

(f) einem partieilen exonucleolytischen Abbau unterwirf t und 

(g) mil einem oder mehreren Restriktionscnzymcn inkubiert. deren Erkennungssequenzen in dem 
Rmgmolekul. das den mutierten Strang enthait, nur soiange vorkamen, solange der mutierte Tell dieses 
Ringmolekuis nichi in Stufe (0 einzelstrangig gcmacht worden war, und dadurch selektiv nur das 
andere Ringmolekiil linearisiert und gegcbenenfalls entfemt, 

(h) und das verblicbene Ringmolekiil in vivo oder in vitro komplettiert 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet. daQ man 

(h) mit der gem^Q dem Verfahren nach Anspruch 3. Stufe (g). erhaitenen Reakiionsmischung einen 
beliebigen Bakterienstamm tranformiert, ein Kulturmedium mil dem Transformaiionsproduki inoku- 
lien und 

(i) die transformierten Zellen auf das in gewunschter Weise mutierte Plasmid analysiert 

5. Verfahren zur Herstellung eines mutierten Plasmids. dadurch gekennzeichnet, daQ man von einem gemaO 
einem der Anspriiche 1 bis 2 erhaitenen Plasmid-Konsirukt ausgeht und die Stufen (d) bis (h) oder (i) gemaO 
Anspruch 3 bzw, 4 durchfuhrt 

6. Verfahren nach Anspruch 4 oder 5, dadurch gekennzeichnet, daU man zwischen den Stufen (g) und (h) 
nach inaktivierung oder Abtrennung des Restriktionsenzyms die Liicke im verbliebenen Ringmolekui mit 
Hilfe einer DN A-Polymerase wieder auffullt 

7. Mutagenese- Kit, enthaitend oder bestehend aus einem Plasmid-Konstrukt, das nach dem Verfahren 
gemdO einem der Anspiiche 1 bis 2 erhdttiich ist 
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